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^ Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

® Mittel zur Pravention von Organschaden, die durch Aminoglykoside induziert werden 
(57) Die Erfindung betrifft Mittel zur Pravention von Organ- 
schaden, insbesondere der ISIiere und des Innenohres, die 

durch Aminoglykosid-Gabe induziert werden. Erfin- 

dungsgemaSe Mittel sind samtliche Substanzen, die Me- 

galin Antagcnisten (Inhibitoren) darstellen. Insbesondere 

handelt es sich um Molekule (Verbindungen); die polyba- 

sische Strukturen aufweisen, welche an Megalin binden 

und die Bindung von Aminoglykosiden und verwandten 

Stoffen hemmen. Bevorzugte Verbindungen im Sinne der 

Erfindung sind insbesondere struktur- oder funktionsver- 

wandte Molekule des polybasischen Polymyxins. 
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Beschreibung 



[0001] Die Erfindung betriffi Mittel zur Prevention vbr 
Organscharien, insbesondere der Niere und des Tnnenohres, 
die durch Aminoglykosid-Gabe induziert werden. Mil Hilfe 
der erfinderischen Losung werden verschiedene Funktionen, 
die als Nebenwirkungen bei einer Antibioiika-Behandlung 
mil Antibiotika aus der Gruppe der Aminoglykoside aultre- 
ten, gehemmi. ErfindungsgemaBe Mittel sind samtliche 
Substanzen, die Megalin Anlagonisten (Inhibitoren) darslel- 
len. Insbesondere handett es sich urn Molekule (Verbindun- 
gen), die poiybasische Strukluren aufweisen, welche an Me- 
galin binden und die Bindung von Aminoglykosiden und 
verwandten Stoffen hemmen. Bevorzugie Verbindungen im 
Sinne der Erfindung sind struktur- oder funktionsverwandte 
Molekule des polybasischen Polymyxins. In einer andcren 
AusfUhrungsvariante handelt es sich urn Peptide/Proteine, 
die bevorzugt vom naturlich vorkomnicndcn RAP (rcccplo- 
rassociated protein) abgeleitet sind und die die gleichen Ei- 
genschaften besitzen. Insbesondere sind es minimale funk- 
tionelle Proleindomanen. Maximal weisen diese Peptide 
104 Aminosauren auf, vorzugsweise 20 bis 60 Aminosau- 
ren. 

[0002] BekanntermaBen gehoren Aminoglykoside zu den 
wichugslen Anlibiolika zur Behandlung schwerer bakleriel- 
ler Infektionen. Fiir eine Reihe gramnegativer Erreger sind 
sie die Mittel der Wahl. Ihr Markl belauft sich in Deutsch- 
land auf etwa 500 Millionen DM pro Jahr. Der Marktanteil 
der Aminoglykoside im Segment der Antiinfektiva steigt 
derzeit sogar noch deutlich an. Dies ist vor allem auf die 
steigende Zahl yon Tuberkulose-Erkrankungen und sowie 
die generelle Zunahme der Resistenzen gegen andere Anti- 
biotika- Klassen zuruckzufiihren. 

[0003] Das groBte Hindernis fur den klinischen Einsatz . 
der Aminoglykoside liegt in ihren schweren oto- und/ne- 
phrotoxischen Nebenwirkungen, welche iangfristig insbeV 
sondere zu volistandigem Gehorverlust und zu Nierenversa-* 
gen fiihren. Der Einsatz der Aminoglykoside ist somit nicht 
nur mit einem groBen Risiko behaftet, sondem verursacht 
auch hohe Folgekosten. Dire Anwendung bleibt daher in In-, 
dustrienationen auf Falle schwerster Infektionen beschrankt. 
In Entwicklungslandern, in denen Aminoglykoside auf 
Grund ihrer geringen Herstellungskosten wesentlich haunV 
ger eingesetzt werden, sind diese Antibiotika fur 30%^aller 
Falle von Taubheit verantwortlich. 

[0004] Uber die Ursachen ihrer Toxizitat war j bisher nur 
bekannt, dass Aminoglykoside an die Oberflache Yon Zellen 
der Niere und des Innenohres binden und Uber un bekannt e 
Mechanismen in die Zellen aufgenorninen werden. Da Ami- 
noglykoside in den Zellen nur schwer abbaubar sind, haufen 
sie sich in groBen Mengen an und fiihren zur Zerstorung der 
Zellstrukturen und damit zu Nierenschaden und Gehorver- 
lust. Verschiedenste Oberfla<^ehstrukturen oder Rezeptoren 
wurden fur die Bindung und' Aufnahme der Antibiotika ver- 
antwortlich gemacht; ein-klarer Nachweis der Bindungsstel- 
len fiir Aminoglykoside auf den Korperzellen gelang bisher 
jedoch nichl. Decorti und Mitarbeiter postulierten, dass die 
Aufnahme von Aminoglykosiden ein rezeptorunabhangiger 
Diffusionsprozess sei (Decorti et aL, Life Sciences 65, 
1115-1124). Moestrup und Kollegen dagegen vertraten die 
Auffassung,* dass Megalin, ein Oberflachenrezeptor der 
Niere, fiir die Antibiotika- Aufnahme verantwortlich ist 
(Moestrup et at: J, Chn. Invest. 96, 1404-1413, 1995). Al- 
lerdings konnte von Moestrup et al. nur die Bindung von 
Aminoglykosiden an Megalin im Rcagcnzglas und in kulti- 
vierten Zellen nachgewiesen werden. Im Tiermodell dage- 
gen . fuhrte die Anwendung von Rezeptorantagonisten zu 
keiner sjgnifikanten Inhibition der Aminoglykosid-Auf- 
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nahme in die ^Jiere. AuBerdem binden die* Aminoglykoside^ 
auch aif andere Oberflachenrezeptoren (sogenannte LI^s),. 
welche in der Leber, nicht aber in der Niere zu finden -sind. 
Da Aniinoglykoside im Organismus aber ausschlieWYch in 
der Niere und im Innenohr aufgenommen werdenf-war eine 
Aussagekraft dieser in vitro Experimente unklar. 
[0005] Bisfier wurden ^erschiedene Strategies realisiert, 
um die toxischen< Effekte der Aminoglykoside zu vermin- 
dern. UrsprUnglich^traten bei etwa 40% aller Patienten ne- 
phro- und ototoxischejNebenwirkungen auf. Da diese direkt 
mit den Plasmaspiegeln der Antibiotika korrelierten, wur- 
den begleitende Plasmaspiegelbestimmungen zur Kontrolle 
der Antibiotika^Kpnzentrationerf eingefuhrt. AuBerdem' 
zeigte sich, daB die^t&be in 12- bzWT2^-Stunden-Inlervalien 
mit einer geringeren^Nebenwirkungsrate einhergehl als Do- 
sierschemata mit ^naufigerer Verabreichurig. Durch solche 
MaBnahmen ; lieB sich die Zahl der von Nebenwirkungen be- 
troffenen Patienten auf 10% rcduzicrcn (Burton. M.E., 
Vasko, M.RW.& B rater, D.C. Clin,* Pharmacokinetics 10, 
1-37 (1985)^iefuhrlen allerdings zu. einem deutlichen An- 
stieg der Beliandlungskosten. Diese beinhalten die Laborlei- 
stungen fiir v Plasmaspiegelbestimmu,rVgen (DM 200-600 bei 
einer Behandlungsdauer von 10 Tagen), den zusatzlichen 
Auf wand r%r medizinisches Personal und Aufwendungen 
von etwa DM 800 pro Patient zur Diagnostik und Therapie 
von Nierenschaden: . «• r ' . 

[0006] Als zweiteStrategie zur Vermeidung toxischer Ef-! 
fekte wurden neue Aminoglykoside entwickelt, welche ge-> , 
ringere Nebenwirkungen .zeigen. Ein, Beispiel hierfur ist-f^ 
Amikacin, ein semi-synthetisches Deri vat des I^anamycin. 
(Begg, EJ. & Barclay, M.L. ;: Br. J. Ckn.^Pharmac. 39^ -V 
597-603, 1995). Durch die Anwendung yon Amikacin \y t 
wurde die ^Toxizitatsrate auf 1-4% verhundert. -Allerdings'/ 
ist auch dieser Ansatz mit einer weiteren Erhohung 9er The- ^ 
rapiekosten verbunden, da Amikacin (DM 180/Tag) deut- 
lich teuferast als herkommliche Gentamicin-Prapaxate (DM f «' 
35/Tag). Moestrup und Kollegen konnten zeigen, daB Amir 
kacin etwa 5 mal schlechter als Gentamicin an Megalin fc bin- y 
det, (Moestrup et al., 1995), Die offensichtlich direkte Koito; 
lation von Toxizitat und bak^riziden Eigenschaften wird ->, 
durch das Beispiel des Amikacins verdeiitlichu Diese Anti- « ^ 
biotikum bindet zwar deutlich schlechter an Megalin (gerin- 1 
gere Toxizitat), muB aber in 10-fach hoherer Dosierung als • 
herkommliche Aminoglykoside eingesetzt werden (geringe 
Bakteriziditat). :^ 
[0007] Als dritten Ansatz zur Verminderung der Amino- 
glykosid-assozierten Toxizitat wurde die gleichzeitige Gabe 
der Antibiotika mit Substanzen wie Neutrophin-3 (Emfors,- 
P., Duan, M.L., ElShamy, W.M. & Canlon, B. Nat. Med. 2, 
' 463-467 (1996)), Nitrendipin (Lee, S.M., Pattison, M.Es& 
Michael, U.F.J. Cardiovasc. Pharmacol. 9, S. 65-S6<£^ . 
(1987)), Pyrola rotundifolia (Xuan, W. & Dong, M. Ann^i 
Otol. Rhinoi. Laryngol. 104, 374-380 (1995)) oder Anti 7 - 1 
Oxidantien getestet (Schacht, J. Head and Neck Surgery s 
118, 674-677 (1998)). Die genauen Wirkmechanismen die- 
ser Substanzen blieben ungeklart. 1 Keiner der Ansatze hat 
bisher Eingang in die Kbnik gefunden. 
[0008] Desweiteren zeigten Ford.et al. auch noch, dass 
Aminoglykoside sowohl vom Kreislauf als auch vom Nie- 
renfilu-at her in die Niere aufgenommen werden. Da Mega- 
lin nur zum Nierenfiitrat hin exponiert ist, geht die Fachwell 
von der Existenz alternativer Rezeptoren aus (Ford et al., 
Am. J. Physiol. 266, C52-C57). 

[0009] Die Aufgabe der Erfindung war es deshalb, Rezep- 
toren fur Aminoglykoside und ggf. fiir andere schadigende 
Substanzen in den Organen Niere und Innenohr zu sue hen 
und aufbauend auf diesen Ergebnissen, spezifische Antago- 
nisten zu entwickeln, welche die Bindung von Aminoglyko- 
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siden und anderen Therapeutika an solche Rezeptoren ver- 
hindern, urn Schadigungen dieser Organe zu meiden. 
[ 001 0] Die Erfindung beruht auf den eigenen uberraschen- 
den Erkennlnissen, dass bei der Priifung verschiedener Mo- 
delle zur Aminoglykosid-Aufnahme in die Niere, entgegen 
fruhcren Hvpothcsen erstaiais gezeigt werden konnte, dass 
ausschiieBlich megahnvernuttelte Prozesse fur die Anhau- 
fung der Antibiotika in der Niere verantwortlich sind, d. h. 
nur Megalin ist fur die Aufnahnie von Aminoglykosiden in 
die Niere verantwortlich. 

[0011 ] Bei Megalin handelt es sich um einen 600 kDa gro- 
Ben Endocytose-Rezeplor der low density lipoprotein 
(LDL)-Rezeptor Genfamilie, Megalin ist ein multifunktio- 
neller Clearance-Rezeptor, welcher eine Vielzahl von Ma- 
kromolekulen bindet und intemalisiert. 
[0012] Mit der Aufklarung des Mechanismus, der zur un- 
erwiinschten Aufnahme von Aininoglykosiden insbeson- 
dcrc in die Niere und das Inncnohr fuhrt, wurdc erfindungs- 
gemaB eine Klasse von Antagonisten identifiziert, welche 
die Aufnahme von Aminoglykosiden in die Organe redu- 
ziert und somit die Nebenwirkungen dieser Antibiotika un- 
terdruckt. Von entscheidender Bedeutung ist dabei die Er- 
kenntnis, dass insbesondere polybasische Substanzen, wel- 
che die gleiche Ladungsverteilung wie Aminoglykoside ha- 
ben, wie z. B. Polymyxin, mit Aininoglykosiden um die Me- 
galinbindung kompetieren und somit als Antagonisten wir- 

[0013] Die erfindungsgemaBen Mittel umfassen deshalb 
vorzugsweise samtliche Substanzen, die Megalin Antagoni- 
sten darstellen und polybasische Strukturen besitzen. Diese 
polybasischen Gruppierungen binden an Megalin und hem- 
men die Bindung von Aminoglykosiden und verwandten 
StofTen oder verdrangen diese vom Rezeptor. Bevorzugte 
Verbindungen im Sinne der Erfindung sind insbesondere 
struktur- oder funktionsverwandte Molekule des polybasi- 
schen Polymyxins. Das bedeulet: Die einzusetzenden Mittel 
zur Prevention vor Organschaden, insbesondere der Niere 
und des Innenohres, die durch Aminoglykoside induziert 
werden, sind polybasisch, megalinbindend, aminoglykosid- 
verdrangend und nicht nephrotoxisch. 

[0014] In einer anderen Ausfuhrungsvariante handelt es 
sich bei Substanzen, die Megalin Antagonisten darstellen, 
um Peptide/Proteine, die bevorzugt vom naturlich vorkom- 
menden RAP (receptor-associated protein) abgeleitet sind 
und die die gleichen Eigenschaften besitzen. Insbesondere 4:> 
sind es minimale funktionelle Proteindomanen. Maximal 
weisen diese Peptide 104 Aminosauren auf, vorzugsweise 
20 bis 60 Aminosauren. RAP (receptor-associated protein) 
ist ein zellulares Protein, das ca. 300 Aminosauren umfaBt 
und welches bekannt dafur ist, dass es an Megalin bindet 
und die Interaktion des Rezeptors mit Liganden unterdriickt 
(zellularer Rezeptor-Antagonist) (Winnow et al. EMBO J. 
15: 2632-2639, 1996). Es ist gelungen, minimale Domanen 
von RAP (Peptide) zu ermitteln, die die minimal funktio- 
nelle Domane der Rezeptorbindung und -inhibition tragen 
und somit ebenfalls als Megalin Antagonisten fungieren. 
Eine bevorzugte Domane ist die Aminosaureposition 
219-323 des RAP (Ellgaard et al., Eur. J. Biochemistry 244, 
5444^551 (1997)). 

[0015] Eine Anwendung der Megalin Antagonisten, ins- 
besondere der polybasischen Molekule, fuhrt zur deutbchen 
Verminderung toxischer Nebenwirkungen der eingesetzten 
Medikamente auf Aminoglykosidbasis, was zu einer groBe- 
ren Therapiesicherheit und zu wesentlich erweiterten An- 
wcndungsmoglichkcitcn dieser Medikamente fuhrt. Durch 65 
die Megalin-Antagonisten, welche die Bindung von Amino- 
glykosiden an Megalin verhindem, werden die schweren 
Nebenwirkungen dieser Antibiotika vennieden. Uberschus- 



sige Aminoglvkoside haufen sich nicht in den Organen an, 
sondem werden ausgeschieden. Neben Aminoglykosiden 
ribt es eine Reihe weiterer, strukturell verwandter Medika- 
mente welche ebenfalls in der Niere akkumulieren und ne- 
5 phrotoxisch wirken. Hierzu zahlen Ifosfamide, Anuepiiep- 
tika und Aprotinin. Fiir alle diese Substanzen, falls sie eben- 
falls uber Megalin aufgenommen werden, konnen die erfin- 
dungsgemaBen Antagonisten eingesetzt werden, so dass die 
Anwendung von Rezeptor-Antagonisten nicht auf Amino- 
10 glykosid-Therapien beschrankt bleibt, sondern breite khm- 
sche Anwendung finden wird. 

[0016] Basis der Erfindung ist ein Mausmodell nut einem 
induzierten Megalin-Gendefekt (Knockout-Maus; Nykjaer, 
A. et al. 1999. Cell 96: 507-515.). 

[0017] In diesen Tieren wurde der Beitrag von Megalin 
und anderen rezeptor-vennittelten oder rezeptor-unabhangi- 
gen Prozessen an der Aminoglykosid-Aufnahme in die 
Niere gctcstct. Ubcrraschcndcrwcisc zcigtc sich, dass 
Mause ohne Megalin keine Aufnahme von Aminoglykosi- 
den in die Niere aufweisen und uberschussige Anubiotika 
im Urin ausscheiden (Abb. 1). . 
[0018] Es konnte erstmals dargesteUt werden, dass es sich 
bei der Interaktion zwischen Megalin und den Aminoglyko- 
siden um keine klassische Rezeptor-Liganden-Wechselwir- 
kung handelt. Stattdessen reagieren die negativen Ladungen 
des Rezeptors unspezifisch mit hunderten von posiUv gela- 
denen Aminoglykosidmolekulen (Abb. 2). 
[0019] Aufgrund dieser Erkenntnisse konnten die erfin- 
dungsgemaB efifektiven Rezeptorantagonisten bereitgesteUt 
werden, die eine ahniiche Ladungsverteilung wie Anuno- 
glykoside aufweisen, also polybasisch sind. 
[0020] Es wurden polybasische Substanzen (wie z. B. Po- 
lymyxin B) identifiziert, welche vergleichbare Interaktionen 
mit MegaUn eingehen. In Abb. 2 ist dargestellt, dass sie zu 
einer deudichen Inhibition der Aminoglykosid-Aufnahme 
in die Niere fuhren (Abb. 3). 



25 



30 



35 



40 



50 



55 



60 



Legende zu den Abbildungen 
Abb. 1 

Megalin ist fur die Aufnahme von Arninoglykosiden in die 
Niere verantwortlich 

[0021] Radioaktiv-markierte Aminoglykoside (Gentamy- 
cin) wurden in 26 normale (Wild type) und in 3 megalin-de- 
fiziente Mause (Knockout) injiziert. Nach 24 Stunden wurde 
die Ausscheidung der Aminoglykoside imUrin beziehungs- 
weise ihre Anhaufung in der Niere bestimmt. In Wildtypen 
haufen sich etwa 10% der verabreichten Aminoglykoside in 
der Niere an, 40% wird uber den Urin ausgeschieden. In 
Knockout-Mausen kommt es auf Grund der Rezeptordefi- 
zienz zu keiner Anhaufung der Aminoglykoside in der 
Niere; 40% der Antibiotika werden Uber den Unn ausge- 
schieden. 

Abb. 2 

[0022] Gereinigtes Megalinprotein wurde auf einem BIA- 
core Chip iinmobiusiert und mit Puffer ohne Gentarnycin 
(0 raM) oder mil 1 mM, 5 mM und 10 mM Gentarnycin m- 
kubiert Aus der Interaktion der Aminoglykoside mil dem 
Rezeptor (gemessen in "Response Units") laBt sich das mo- 
lare Verhaltnis von Rezeptor und gebundenem Aminoglyko- 
sid ermitteln. Nach diesen Mcssungcn binden etwa 100 
Aminoglykosidmolekule an ein Rezeptonnolekul. 
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Abb. 3 

Megalin- Antagonist en unterdriicken die Aufnahme von 
Aniinoglykosiden in dieNiere. 

5 

|0023] Zwei Gruppen von Wildtyp-Mausen erhielten eine 
Injektion von radioaktivem Genlamycin. Einer Gruppe 
wurde zusatzlich Polymyxin B injiziert, eine Substanz, wel- 
che nut hoher Affinitai. an Megalin bindet und Genlamycin 
vom Rezeptor verdrangl. Durch Gabe von Polymyxin B 10 
wird die Aufnahme von Aniinoglykosiden in die Niere um 
mehr als 6()% reduziert. 

Patentanspruche 

15 

1 . Mittel zur Prevention von Organschaden, insbeson- 
dere der Niere und des Innenohres, die durch Amino- 
glykosidc odcr vcrwandtcn Stoffcn induzicrt wcrdcn, 
umfassend samtliche Substanzen, die Antagonisten des 
Rezeptors Megalin darstellen und die die Bindung von 20 
den Aniinoglykosiden und verwandten Stoffen an Me- 
galin hemmen oder welche diese vom Rezeptor ver- 
drangen. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Substanzen eine polybasische Ladungsvertei- 25 
lung aufweisen. 

3. Mittel nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die polybasischen Substanzen struktur- 
oder funktionsverwandle Molekiile des polybasischen 
Polymyxins sind. 30 

4. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Substanzen Peptide/Proteine darstellen, die 
vom natiirlich vorkommenden RAP (receptorassocia- 
ted protein) abgeleitet sind und die die gleichen Eigen- 
schaften besuzen. 35 

5. Mittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass diese Peptide minimale funktionelle Domanen 
darstellen, die maximal 104 Aminosauren aufweisen, 
vorzugsweise 20 bis 60 Aminosauren. 

6. Verwendung von Substanzen, die Megalin Antago- 40 
nisten darstellen und den Rezeptor blockieren, zur Pre- 
vention von Organschaden, die durch Substanzen er- 
zeugt werden, die iiber Megalin binden konnen, wie 

z. B. Aminoglykoside. 

45 
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